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uvoD

Mitohondriji so organeli v evkariontskin celicah, obdani z
dvojno membrano (zunanja in notranja membrana) (slika 1).
Po endosimbiotski teoriji so mitohondriji nastali iz predmi-
tohondrijske proteobakterije. Filogenetske analize pogosto
kazejo sorodnost z redom Rickettsiales, ki zajema znotraj-
celiéne parazitske/endosimbiotske bakterije (1, 2). Mito-
hondriji imajo svojo mitohondrijsko DNA (mtDNA), ki je od-
govorna za kodiranje mitohondrijskih podenot v procesu

POVZETEK

Mitohondrijska transplantacija je inovativen pristop,
ki ga intenzivno proucujejo kot obetavno moznost
zdravljenja mitohondrijskih bolezni. Postopek vklju-
Suje nadomescanje nefunkcionalnih mitohondrijev
z zdravimi, kar poveca proizvodnjo adenozin trifos-
fata in zmanjSa nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti.
V pricujo¢em prispevku predstavljava mitohondrijsko
transplantacijo kot terapevtski pristop in izposta-
vljava njeno potencialno klinicno uporabo pri zdrav-
lienju Stevilnih bolezni. Poudarek namenjava trenut-
nemu napredku na tem podrocju in izpostavljava
kljucne izzive, s katerimi se bo treba v prihodnje Se
sooCiti, da bo terapija lahko uporabna v klini¢ni
praksi.
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ABSTRACT

Mitochondrial transplantation is an innovative ap-
proach currently being intensively investigated as a
promising therapeutic option for mitochondrial di-
seases. This procedure involves replacing dysfunc-
tional mitochondria with healthy ones, thereby in-
creasing cellular production of adenosine
triphosphate and reducing the generation of reactive
oxygen species. In this paper, we present mitoc-
hondrial transplantation as a therapeutic strategy
and highlight its potential clinical applications in the
treatment of various diseases. We focus on recent
advancements in the field and outline the key chal-
lenges that must still be addressed for this therapy
to become applicable in clinical practice.
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oksidativne fosforilacije (3, 4). Mitohondriji skupaj z jedrom
in drugimi organeli tvorijo integriran informacijski sistem, ki
prek signalnih poti in povratnih zank usklajuje izrazanje ge-
nov ter uravnava presnovne procese v celici (5). Poleg gla-
vne funkcije proizvodnje energije so mitohondriji vkljuCeni
v Stevilne druge kljuCne celicne procese, med drugim v
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presnovo lipidov, uravnavanje znotrajcelicne homeostaze
kalcija, tvorbo signalnih molekul, ter s tem povezano urav-
navanje celicnega signaliziranja, vnetnega odziva, diferen-
ciacije, celicne delitve, avtofagije in programirane celi¢ne
smrti (slika 1) (6).

Funkcija mitohondrijev je klju¢na za Stevilne procese, zato
lanko njihova disfunkcija vodi v razvoj mitohondrijskih bo-
lezni, ki se lahko pojavijo kadarkoli v zivljenju. Mitohondrij-
ske bolezni so skupina presnovnin motenj, ki nastanejo
zaradi okvare energetske funkcije celice (7). Pri primarnih
mitohondrijskih boleznih so prizadeti geni, odgovorni za
kodiranje aparata oksidativne fosforilacije (OXPHQOS), ki je
odgovoren za proizvodnjo adenozin trifosfata (ATP) (8).
Pri sekundarnih mitohondrijskih boleznih pride do okvare
genov, ki niso povezani s procesom OXPHOS. Sekun-
darne mitohondrijske bolezni so lahko prirojene ali prido-

bliene, medtem ko so primarne izklju¢no prirojene. Razli-
kovanje, ali je mitohondrijska bolezen prirojena ali prido-
bliena, je kljucnega pomena (9). Mitohondrijske bolezni
se lahko izrazijo v katerem koli organu ali tkivu, najpogo-
steje pa prizadenejo organe z velikimi energijskimi potre-
bami, kot so mozgani, skeletne miSice, srce in jetra (10).
Klini¢na slika mitohondrijskih obolenj je zato zelo pestra.
Med pogostejsimi in bolj znacilnimi znaki so razvojni zao-
stanek, encefalopatije, hipotonija (miopatija) ter motnje
vida (retinopatije) (11, 12). Prav ta raznolikost otezuje dia-
gnostiko in razvoj u€inkovitih terapij, zato so mitohondriji
postali pomembna tar¢a raziskav v akademskih ustanovah
in industriji (7, 13).

V pricujoCem ¢lanku predstavljava najnovejsi napredek in
kljucne dosezke na podro&ju mitohondrijske transplantacije
ter njen potencial za zdravljenje mitohondrijskih bolezni.
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Slika 1. Struktura mitohondrijev in njihove kijucne lastnosti (5). (a-KG - alfa-ketoglutarat; acetil-CoA — acetil koencim A; ATP — adenozin
trifosfat; Ca2* — kalcijevi ioni; mtDNA — mitohondrijska DNA; sukcinil-CoA —sukcinil koencim A). Ustvarjeno s programom Biorender:

https://BioRender.com/03c18wd

Figure 1. Mitochondrrial structure and properties (5). (a-KG — alpha-ketoglutarate; acetyl-CoA — acetyl coenzyme A;ATP — adenosine
triphosphate; Ca?* — calcium ions; mtDNA — mitochondrial DNA; succinyl -CoA — succinyl coenzyme A). Created in Biorender:

(https://BioRender.com/03c18wd
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TRENUTNI KONCEPTI
ZDRAVLJENJA
MITOHONDRIJSKE
DISFUNKCIJE

Mitohondrijske bolezni so heterogena skupina genetsko
prenosljivih veCsistemskih motenj, ki jih prepoznamo po
primarni ali sekundarni okvari mitohondrijske funkcije in
strukture (10, 14). Mitohondrijski proteini so kodirani tako
v jedrni DNA (nDNA) kot tudi v mtDNA (7); vecina patogenih
genov je kodirana v nDNA, manjsi delez pa v mtDNA (14).
Posebnost mtDNA je heteroplazmija, tj. prisotnost razlicnih
kopij MtDNA v razli¢nih mitohondrijih, ki je prisotna tudi pri
zdravih posameznikih, klini¢ni znaki pa se obi¢ajno razvijejo
Sele, ko delez mutirane mtDNA preseze doloCen prag, ki
se razlikuje med tkivi in posamezniki (7, 14). Zaradi izrazite
genetske in klinicne heterogenosti lahko mitohondrijske
bolezni prizadenejo enega ali ve¢ organskih sistemov, kar
vodi v zelo razliéne klinicne slike. Najpogosteje so prizadeta
tkiva z velikimi energijskimi potrebami. Starost ob pojavu
simptomov in resnost bolezni se lahko izrazito razlikujeta
glede na stopnjo heteroplazmije in druge individualne de-
javnike (14). Za ucinkovito zdravljenje mitohondrijskih obo-
lenj ni treba zamenjati prav vseh mitohondrijev v celici, saj
lahko ze vnos zadostnega Stevila zdravih mitohondrijev
obnovi normalno delovanje tkiva. Mitohondrijsko disfunkcijo
lahko obravnavamo z razli¢nimi terapevtskimi pristopi:
a) spodbujanje mitohondrijske biogeneze,
b) zmanjSanje Stevila nefunkcionalnih mitohondrijev in za-
menjava z aktivnimi,
¢) nadomestitev okvarjenin komponent,
¢) tar¢no zdravljenje posledic mitohondrijske disfunkcije,
d) preusmeritev celicnega metabolizma, pri ¢emer celica
zmanjSa odvisnost od oksidativne fosforilacije in pre-
usmeri energijsko presnovo na alternativne poti (15-17).

Do danes AmeriSki urad za zdravila in prehrano (FDA) in
drugi nacionalni regulatorni organi Se niso odobrili zdravila
za tar¢no zdravljenje mitohondrijskih obolen;j. Vse doslej ra-
ziskane moznosti so namenjene le lajSanju simptomov ali
upocCasnjevanju napredovanja bolezni. To vklju€uje tudi spre-
membo zivijenjskega sloga, potencialno uporabo prehranskih
dopolnil, kot so koencim Q10, riboflavin, vitamina C in E ter
Stevilne druge nacine (7, 13). Pomembno viogo ima tudi in-
dividualno prilagojena telesna dejavnost, saj velja za enega
redkih ukrepov, ki lahko dokazano izboljSajo mitohondrijsko
funkcijo (18). Zaradi omejene uginkovitosti podpornih ukrepov
se kot kljuéna nadaljnja usmeritev kaze razvoj bolj specificnih

KLJUCNI POUDARKI

e Mitohondrijska transplantacija nadomesca ne-
funkcionalne mitohondrije z zdravimi ter izboljSa pro-
dukcijo ATP in zmanjSa oksidativni stres.

¢ Je obetavna, vendar Se vedno eksperimentalna tera-
pija, podprta s predklinicnimi dokazi, ki kazejo po-
tencial za zdravljenje bolezni, povezanih z mitohon-
drijsko disfunkcijo.

e Poznamo vec vrst mitohondrijskih transplantatov (av-
tologni, alogeni in ksenografski), pri katerih so kljucni
izzivi varnost, imunogenost in stabilnost.

e Kljucne ovire tega pristopa so ohranjanje funkcio-
nalnih mitohondrijev, njihova tar¢na dostava ter po-
tencialni imunski zapleti po aplikaciji.

terapevtskih pristopov, kot sta gensko zdravlienje in mito-
hondrijska transplantacija, ki sta za zdaj tehni¢no zelo zahtevni
in Se nista rutinsko uveljavljeni v kliniéni praksi (16, 19, 20).

MITOHONDRIJSKA
TRANSPLANTACIJA

Zgodovina mitohondrijske transplantacije, imenovane tudi
mitoterapija, sega v prejSnje stoletje. Znanstvenika Clark
in Shay sta leta 1982 med prvimi pokazala, da lahko izoli-
rani mitohondriji iz donorskih celic vstopijo v prejemne
celice ter prenesejo lastnosti, kodirane v mtDNA, npr. od-
pornost na antibiotike, kar je potrdilo funkcionalen prenos
mitohondrijev med celicami (21, 22). Danes se mitoterapija
razvija kot obetaven, vendar Se vedno pretezno eksperi-
mentalni terapevtski pristop, Sigar ucinkovitost je bila ze
dokazana na predklini¢nih zivalskin modelih (16). Temelji
na vnosu zdravih mitohondrijev, izoliranih iz zdravih celic
ali tkiv, s Cimer se poveca delez funkcionalnih mitohondrijev
v tar¢nih celicah in izboljSa njihovo delovanje (23). Postopek
vkljuCuje zaporedje medsebojno odvisnih korakov: izolacijo,
dostavo in internalizacijo eksogenih mitohondrijev v tar¢ne
celice oziroma tkivo (slika 2) (7). Izolirani mitohondriji iz do-
norskega tkiva, npr. skeletne misice, morajo ohraniti svojo
integriteto in funkcionalnost skozi celoten postopek pri-
prave. Po vnosu v organizem se mitohondriji soocijo s Ste-
vilnimi ovirami: lahko sprozijo imunski odziv, v zunajceli¢nem
okolju lahko hitro izgubijo stabilnost, poleg tega pa morajo
preckati bioloske pregrade, npr. vaskularni endotelij in ce-
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Slika 2. Pregled strategij in kljucnih izzivov pri izolaciji ter dostavi mitohondrijev za terapevtsko uporabo (24). Ustvarjeno s programom

Biorender: https://BioRender.com/0m5xd88

Figure 2. Overview of strategies and key challenges in mitochondrial isolation and delivery for therapeutic use (24). Created with Biorender:

https.//BioRender.com/0m5xd88

liéno membrano, kar je kljuéno za uspesno doseganije tar-
¢nega mesta delovanja (24).

3.1 VRSTE MITOHONDRIJSKIH
TRANSPLANTATOV

Mitohondrijska transplantacija je postopek, pri katerem
izolirane mitohondrije pridobimo iz ustreznega celiCnega
vira in jih po rojstvu apliciramo pacientu z namenom dose-
ganja terapevtskega ucinka (3). V primerjavi z mitohondrij-
sko nadomestno terapijo, ki se izvaja v okviru postopkov
oploditve z biomedicinsko pomocdjo in je namenjena zmanj-
Sanju prenosa patogenih mutacij mtDNA na potomce, je
mitohondrijska transplantacija namenjena zdravljenju po
rojstvu in ne posega v zarodno linijo (25). Mitohondrijska
nadomestna terapija je trenutno klinicno dovoljena le v
omejenem Stevilu drzav; v ZdruZzenem kraljestvu se izvaja
pod strogim nadzorom britanskega regulatornega organa
za oploditev in embriologijo na podlagi zakonodaje iz
leta 2015 (26). Pri mitohondrijski transplantaciji mitohondriji

niso neposredno mikroinjicirani v celice, temvec¢ se po apli-

kaciji v tkivo ali po sistemski dostavi v krvni obtok interna-

lizirajo v taréne celice prek mehanizmov, ki so zelo podobni

naravnemu prenosu mitohondrijev (27). Poznamo vec ra-

zli¢nih vrst mitohondrijskih transplantatov:

¢ Avtologni mitohondrijski transplantati: Mitohondrije
izolirajo iz istega posameznika, ki jih pozneje tudi prejme.
Tak3en pristop mitohondrijske transplantacije predstavija
najmanjSe tveganje, saj so vsi antigeni in mtDNA v tran-
splantatu lastni prejemniku, zato je verjetnost sprozitve
imunskega odziva manj$a, varnost postopka pa vecja (27).

e Alogeni mitohondrijski transplantati: Mitohondrije
izolirajo iz drugega posameznika ali celi¢ne linije in jih
nato neposredno vnesejo v prejemnika. Trenutno poteka
klinicna Studija uporabe teh transplantatov pri terapiji re-
fraktarnega polimiozitisa ali dermatomiozitisa (27, 28).

¢ Ksenografski mitohondrijski transplantati: Mito-
hondrije izolirajo iz organizma ene vrste (npr. ¢loveka)
in jih vnesejo v prejemnika druge vrste (npr. misi). Ta
oblika mitohondrijske transplantacije je omejena na
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eksperimentalne namene, saj lahko zaradi medvrstnih
razlik sprozi imunski odziv, usmerjen proti tujim anti-
genom (27).

3.2 KLINICNE STUDIJE MITOHONDRIJSKE
TRANSPLANTACIJE

Mitohondrijsko transplantacijo raziskujejo kot mozen tera-
pevtski pristop za zdravljenje razli¢nih bolezni, kot so ne-
vrodegenerativne bolezni, mozganska in sréna ishemija,
debelost, diabetes ter nealkoholna bolezen jeter (16).
Pomemben mejnik na tem podrocju predstavija delo McCul-
lyja in sodelavcev iz bostonske pediatricne bolnisnice, ki
S0 prvi porocali o klini¢ni uporabi mitohondrijske transplan-
tacije (29). Izvedli so avtologno mitohondrijsko transplanta-
cijo pri pediatricnih bolnikih z ishemi¢no-reperfuziisko po-
Skodbo miokarda, ki je pomemben dejavnik neugodnih
izidov po epizodah ishemije, srénih operacijah ali zaCasni
prekinitvi prekrvavitve. Mitohondrije so izolirali iz preme tre-
budne misice (lat. musculus rectus abdominis) bolnikov in
jih neposredno vbrizgali v ishemi¢no-reperfuzijsko posko-
dovano podro¢je miokarda. Porocali so o izboljSanju
prekatne funkcije v nekaj dneh po posegu pri vseh bolnikih.
Nezelenih ucinkov niso zazanali, vklju¢no z znaki sis-
temskega vnetnega ali imunskega odziva, spremembami
ledvicne funkcije ali zapleti, kot so aritmije oziroma in-
tramiokardni hematom, kar podpira kratkoro¢no varnost
pristopa (7, 16, 30-32). Kljub obetavnim predkliniénim re-
zultatom in prvim kliniénim porocilom do danes Se ni od-
obrenega zdravljenja na osnovi mitohondrijske transplan-
tacije; izvajanje je trenutno omejeno na klini¢ne Studije (33).
Nadaljnje raziskave mitohondrijske transplantacije so klju¢ne
za premagovanije obstojeCih omejitev in njen prehod v SirSo
Klini¢no rabo (34). Doslej izvedene Studije predstavijajo trdne
temelje za razvoj inovativnih terapij, ki bi lahko bistveno iz-
boljSale izide zdravljenja Stevilnih obolenj (31).

3.3 12ZIVI MITOHONDRIJSKE
TRANSPLANTACIJE

Za §irSo kliniéno uporabo mitohondrijske transplantacije
je treba najprej nasloviti ve¢ pomembnih izzivov, povezanih
z izolacijo, dostavo, stabilnostjo in varnostjo postopka
(slika 3) (24).

|zolacija mitohondrijev predstavlja stres za mitohondrije in
spodbuja nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (slika 3A) (35).
Za izolacijo mitohondrijev lahko uporabimo razliéne metode,
na primer diferencialno centrifugiranje, mehansko homo-
genizacijo ali diferencialno filtracijo, ki pa so pogosto prece;

nespecificne za mitohondrije. Poleg mitohondrijev lahko
izoliramo tudi druge celi¢ne komponente, kar lahko poveca
tveganje za nezelene ucinke (32, 36, 37).

Pri izvedbi mitohondrijske transplantacije je klju¢no ohra-
njanje funkcije in strukture mitohondrijev (slika 3C) (38).
Mitohondriji zaradi strukturnih sprememb v zunanjih in no-
tranjih membranah po izolaciji zelo hitro razpadejo
(7, 39, 40). Velik problem nastane pri shranjevanju mito-
hondrijev (slika 3B). McCully in sodelavci (40) so porocali o
tem, da mitohondriji ohranjajo svojo aktivnost na ledu le
priblizno eno uro, daljSe shranjevanje pa lahko moc¢no
vpliva na ucinkovitost mitohondrijske transplantacije (22,
41). Zato je nujno preveriti viabilnost mitohondrijev, kar
lahko izvedemo bodisi s fluorescen&nimi sondami, ki ozna-
¢ijo vse mitohondrije neodvisno od membranskega po-
tenciala, ali s sondami za membranski potencial, ki omo-
goca razlikovanje med funkcionalnimi in depolariziranimi
mitohondriji. Funkcionalnost dodatno preverjamo z merje-
njem porabe kisika, npr. s Clarkovimi elektrodami, ter do-
loCitvijo vsebnosti ATP npr. z luminiscencnimi testi. Enako
pomembna je Cistost mitohondrijske frakcije, saj morajo
izolirani mitohondriji vsebovati ¢im manj citoplazemskih in
jedrnih negisto¢. Cistost mitohondrijskih frakcij lahko pre-
verjamo s prenosom po Westernu z uporabo oznacevalcev
za posamezne organele (7, 31, 42). Slabosti teh metod
sta metodoloSka kompleksnost in ¢asovna potratnost,
zato ostaja razvoj hitrih, zanesljivih in kvantitativnin metod
za analizo mitohondrijske integritete in funkcionalnosti po-
membna usmeritev nadaljnjih raziskav (31).

Velik izziv ostaja taréna dostava funkcionalnih mitohondrijev
v obolelo tkivo, zlasti v centralni Ziveni sistem, kjer morajo
mitohondriji  prec¢kati krvno-mozgansko pregrado
(slika 3D) (31). Dokazano je, da le majhen delez mitohon-
drijev doseze celice, prenos pa ni specificen za tar¢ne
celice. K temu lahko prispeva tudi povrsinski naboj izoli-
ranih mitohondrijev, ki zmanjSuje interakcije s celicno mem-
brano in privzem v celico (24). Potrebe po mitohondrijih
so v razli¢nih regijah zivénega sistema razli¢ne, zato je za
ucinkovito dostavo in privzem v izbrana tkiva razvoj tkivho
specificnih dostavnih sistemov kljuénega pomena (43).
Prenos izoliranih mitohondrijev je poleg nespecificne
dostave omejen tudi po internalizaciji. Vecina internaliziranih
mitohondrijev je podvrzena endolizosomski poti. Le manjSi
delez (manj kot 10 %) uspe uiti endosomom in dosedi
citosol, kjer se lahko vklju¢i v mitohondrijsko mrezo pre-
jemne celice (24, 44).

Studije poro&ajo o razliénih odzivih organizma na vnos alo-
genih mitohondrijev. Nekateri znanstveniki so dokazali, da
se alogena mitohondrijska transplantacija dobro prenasa
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Figure 3. Key challenges in mitochondrial transplantation for clinical application (31). Created with Biorender (https.//BioRender.com/03c18wd ).

in ne sprozi avtoimunskega odziva (45). V Zivalskih modelih
po enkratni ali ponavijajoCi aplikaciji niso opazili znacilnin
povisanj serumskih citokinov ali imunoglobulinov (46, 47).
Nasprotno pa drugi poro¢ajo, da lahko zunajcelic¢ni mito-
hondriji aktivirajo prirojeni imunski sistem, na primer prek
aktivacije nevtrofilcev (48). TakSna nasprotujoca porocila
na tem podro&ju odpirajo vpraSanja o varnosti mitohon-
drijske transplantacije, zlasti pri njihovi sistemski dostavi v
taréne organe (31).

Dodatno tveganje predstavlja vnos tuje mtDNA v prejemne
celice. Interakcija med tujo mtDNA in jedrnim genomom
celice lahko vodi do mitohondrijske disfunkcije (49). Vsak
poseg, ki vkljuCuje manipulacijo ali vnos tujega genskega
materiala, zahteva strogo upostevanije eticnih smernic in
temeljito presojo v okviru ustreznih eti¢nih komisij. Poleg
tega lahko uporaba alogenih mitohondrijev poveca tveganje
za vnetni odziv in oksidativni stres, kar dodatno omejuje
varno klini€no uporabo tega pristopa (50, 51). Posledicno
sta dolgoro¢na ucinkovitost in varnost mitohondrijske tran-
splantacije Se vedno neznani (slika 3E). V prihodnje bodo
potrebne podrobne raziskave vklju¢evanja mitohondrijev v

obstojeCe mitohondrijsko omreZje prejemnih celic ter ohra-
njanja njihove funkcije. Pred SirSo uporabo v klini¢ni praksi
bo treba mitohondrijsko transplantacijo sistemati¢no opti-
mizirati in standardizirati glede na metodo, Cas intervencije,
pogostost in odmerek ter z dolgorocnimi spremljevalnimi
Studijami potrditi njeno varnost in ucinkovitost (31).

SKLEP

Mitohondrijska transplantacija je v zadnijih letih pritegnila
veliko raziskovalnega zanimanja. Ker za mitohondrijske bo-
lezni e vedno nimamo ucinkovite terapije, so raziskave
novih pristopov na tem podrocju klju¢ne. V tem prispevku
predstavljava mitoterapijo kot eno najsodobnejsih in naj-
obetavnejsih potencialnih moznosti zdravljenja mitohondrij-
skih okvar. Ceprav so zadetni dokazi o mitohondrijski trans-
plantaciji znani Ze dlie Casa, se je zanimanje za
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mitohondrijsko transplantacijo kot terapevtski pristop izra-
ziteje okrepilo v zacetku 21. stoletja. To je pomenilo pre-
lomnico in spodbudilo znanstveno skupnost k intenzivnej-
Semu raziskovanju tehnik mitohondrijske transplantacije za
laboratorijsko in klini¢no uporabo. Za uspesen prenos v kli-
ni¢no prakso bodo kljuéni trije vidiki: (1) ohranjanje mito-
hondrijske integritete in funkcije med izolacijo, pripravo in
dostavo; (2) razumevanije in obvladovanje imunskega odziva;
(8) presnovne in genetske interakcije med eksogenimi mi-
tohondriji in mitohondrijsko mrezo prejemnih celic. Le z iz-
polnitvijo teh pogojev lahko mitohondrijsko transplantacijo
ucinkovito uvedemo v klinicno prakso in premagamo Ste-
vilne izzive pri zdravljenju mitohondrijskih bolezni.
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